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1 

PROCEDE DE SELECTION D f AU MOINS UN CRIBLE DE MUTATIONS, 
SON APPLICATION A UN PROCEDE D 1 IDENTIFICATION RAP IDE 
D 1 ALLELES DE SYSTEMES POLYMORPHES ET . DISPOSITIF POUR SA 
MISE EN OEUVRE. 

5 La presence invention est relative a un pro- 

cede de selection d'au moins un crible de mutations a 
partir d'un ensemble de sequences alleliques d'un gene 
polymorphe, a un procede d' identification rapide de 
variations alleliques (alleles ou sequences alleliques) 

10 des sequences de genes polymorphes, a des sondes nucleo- 
tidiques obtenues a partir desdits cribles de mutations, 
notamment constitues en banque de donnees ainsi gu'a un 
dispositif pour la mise en oeuvre desdits procedes . 

La presente invention est egalement relative a 

15 un kit pour 1 » identification des alleles de genes poly- 
morphes . 

A l'heure actuelle, il .est tres difficile et 
tres fastidieux d* identifier les differents alleles d'un 
m§me gkne, se distinguant par mutation d' au moins une 

20 base dans leur sequence nucl^otidique, notamment dans le 
cas de systemes naturellement polyalleliques , tel que le 
systeme majeur d'histocompatibilite (HLA) dont les genes 
peuvent se presenter sous de tres nombreuses formes alle- 
liques, ainsi que dans toute autre forme de polymor- 

25 phisme, notamment ceux dus a des mutations somatiques 
comme celles des immunoglobulines et des recepteurs des 
cellules T ou encore ceux rencontres dans des systemes 
equivalents k un systeme polyall^lique, plus particulie- 
rement observes dans certaines maladies genetiques a 

30 mutations multiples telles que la mucoviscidose ou la 
dystrophie musculaire de Duchenne. 

Les g6nes du complexe majeur d'histocompatibi- 
lite tcomplexe HLA), par exemple, sont 6troitement lies 
sur le bras court du chromosome 6 et s*£tendent sur envi- 

35 ron 5 000 kB ; ils codent pour trois types de proteines, 
les proteines de classe I, II et III ; une caracteris- 
tique majeure du systeme HLA est son vaste polymorphisme . 
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Le polymorphisme de ce systeme resulte du nombre de genes 
ec du nombre des differents alleles possibles pour chacun 
de ces genes, le polymorphisme etant encore accru si l'on 
tient compte du fait qu'un individu peut avoir recu le 
5 meme allele de ses deux parents (etat homozygote) ou peut 
avoir recu deux alleles differents (etat heterozygote) . 

De plus, si l'on considere que pour le com- 
plexe HLA, il peut exister de 10 a 100 alleles par gene 
et gu'on a actuellement caracterise 15-20 genes codant 

10 pour les proteines du complexe HLA, il est quasiment im- 
possible d'effectuer un typage (ou identification) com- 
plec de ce complexe avec les methodes actuellement dispo- 
nibles, alors que ce dernier peut se reveler crucial, 
notamment en transplantation. 

15 En effet, le typage des differents systemes 

polymorphes peut etre realise, actuellement, soit par des 
methodes immunochimiques , soit par des techniques 
d' hybridation ADN/ADN ; toutefois ces techniques ont 

1 ' inconvenient : 

20 . de ne pas etre assez discriminatives, et 

done de ne pas permettre la dif ferenciation d' alleles de 
structures tres proches et 

de necessiter 1 'utilisation d'un nombre 
eleve de sondes oligonucleotidiques (par exemple : 50-60 

25. sondes environ dans le cas du gene DR0 du systeme HLA 
(voir notamment la nomenclature des facteurs du systeme 
HLA, publiee en 1990 dans Immunogenetics , 31, 131-140), 
qui comporte 56 alleles), et ce, dans la mesure ou dans 
les procedes de typage classique par biologie moleculaire 

30 de l'art anterieur, il est eff ectivement necessaire de 
prevoir de l'ordre d'une sonde par allele pour pouvoir 
interpreter les resultats. 

Or, cette identification est souvent neces- 
saire soit pour des raisons preventives, soit pour des 

35 raisons curatives (therapie, chirurgie, greffes notam- 
ment) ; plus particulierement, dans le cas du complexe 
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HLA, la maitrise d'un systeme cie typage fiable, est ren- 
due n^cessaire dans un but preventif par 1' existence 
d'une correlation entre la susceptibility a certaines ma- 
ladies et la frequence de certains alleles HLA ; et dans 
5 un but curatif par la necessite d' avoir une compatibility 
HLA entre donneur et receveur, • en cas de greffe, comme 
specif ie ci-dessus et dans un but d 1 identification des 
individus (criminologie et recherche de paternite notam- 
ment) . 

10 En consequence, la Demanderesse s'est donne 

pour but de pourvoir a un procede d 1 identification rapide 
et fiable d' alleles, qui a l'avantage de permettre 
1 'identification de la carte all^lique complete d'un su- 
jet, et ce sans necessiter 1 ' utilisation d'un nombre 

15 eleve de sondes oligonucleotidiques (difficulte de reali- 
sation et coQt eleve desdites sondes*) . 

La presente invention a pour objet un procede 
pour la selection, a partir d'un ensemble de sequences 
alleliques d'un gene polymorphe, d'au moins un crible de 

20 mutations destine a specifier au moins une sonde nucleo- 
tidique apte a §tre utilisee pour la discrimination de 
tous les alleles, caracterise en ce qu'il conrprend les 
etapes suivantes : 

(a) la selection de tout ou partie d'une se- 
25 quence consensus connue dudit gene polymorphe ; 

(b) la creation d'une matrice des mutations 
des sequences correspondantes d 1 alleles connus ; 

(c) 1 ' identification des sequences indiscer- 
nables par comparaison deux a deux (alleles ayant le m§me 

30 profil de mutations dans la sequence select ionnee en 
(a)) et l'exclusion d'un des membres desdits couples ; 

(e) 1 ' identification et le denombrement des 
mutations obligatoires ou mutations dites marqueurs 
d' alleles,, c'est-a-dire celles qui sont necessaires et 

35 suffisantes pour la distinction de deux alleles par ail- 
leurs identigues (ensemble 0 des nutations obliga- 



WO 93/11262 



PCT/FR92/01141 



toires) ; et 

(f) l'obcention dudit/desdits- cribles minimaux 
de mutations, comprenant au moins les mutations obliga- 

toires de l'etape (e) . 
5 Selon un mode de mise en oeuvre avantageux 

dudit procede, prealablement a l'etape (e) d' identifica- 
tion et de denombrement des. mutations obligatoires, ledit 

procede comprend : 

(d) 1 ' identification des mutations similaires 

10 dans chacune desdites sequences d'alleles de l'etape (b) , 
de maniere a ne traiter dans les. etapes suivantes que les 
mutations non redondantes et constituant 1' ensemble U des 
mutations utiles ; laquelle etape (d) est suivie des 
etapes (e) et (f) modifiees comme suit : 

15 . (e) 1 ■ identification et le denombrement des 

mutations obligatoires ou mutations dites margueurs 
d' alleles, parmi les mutations utiles de 1' ensemble U, 
c'est-a-dire celles qui sont necessaires et suffisantes 
pour la distinction de deux alleles par ailleurs iden- 

20 tiques (ensemble O' des mutations obligatoires) ; et 

(f) si les mutations obligatoires de l'etape 
(e) ne permettent pas l'obtention directe de cribles de 
mutations aptes a la dif ferenciation univoque de tous les 
alleles, on procede a la selection d'un nombre minimal de 

25 mutations utiles de l'etape (d) (sous-ensemble U ± issu de 
1' ensemble U des mutations utiles) qui, associees aux 
mutations obligatoires de l'etape (e), forment le/les 
cribles de mutations aptes a la differenciation univoque 

de tous les alleles. 

30 . selon une disposition avantageuse de ce mode 

de mise en oeuvre, prealablement a l'etape (f ) , ledit 
procede comprend une etape (x) de selection de mutations 
utiles de l'etape (d) (sous-ensemble U 2 issu de 
1' ensemble U des mutations utiles), pour former un groupe 

35 des mutations utiles les plus adaptees a la realisation 
de sondes oligonucleotidiques aptes a etre utilisees pour 
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la differenciation de cous les alleles ; laquelle ecape 
(x) est suivie de 1 ' etape (f) modifiee comme suit : 

(f) si les mutations obligatoires ne permet- 
tent pas la selection directe de cribles de mutations 
5 aptes a la differenciation univoque de tous les alleles, 
on precede a la selection d'un nombre minimal de muta- 
tions utiles de 1' etape (x) qui, associees aux mutations 
obligatoires de l'6tape (e) , forment le/les cribles de 
mutations aptes a la differenciation univoque de tous les 
10 alleles. • 

De tels cribles de mutations sont particulie- 
rement interessants pour la selection et, la realisacion 
d'un nombre restreint de sondes oligonucleotidiques , 
aptes a etre utilisees pour la differenciation de tous 
15 les alleles d'uh gene polymorphe. 

La presente invention a, egalement pour objet 
un procede pour 1 ' identification d' alleles (ou sequences 
alleliques) d'un gene polymorphe, caracterise en ce qu'il 
comprend. les etapes suivantes : 
20 I - la selection d'au moins un crible de muta- 

tions realist a partir d'un ensemble de sequences alle- 
liques d'un g6ne polymorphe au cours des etapes : 

• . (a) a (f) du procede de selection d'au moins 
un crible de mutations tel que def ini ci-dessus (y com- 
25 pris les diff^rentes variantes) ; puis 

. (g) le choix, parmi les cribles selectionnes 
a l'^tape (f) dudit procede de selection de cribles de 
mutations, du crible de mutations le plus adapts a la 
selection et a la realisation de sondes oligonucleoti- 
30 diques aptes a etre utilisees pour la differenciation de 
tous les alleles ; 

II - typage proprement dit d'un allele X a 
identifier par : 

(h) une hybridation appropri^e dudit allele X 
35 avec les sondes oligonucleotidiques selectionnees a par- 
tir du/des cribles de mutations etablis au cours des 
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etapes (a) a (g) ; et 

(i) identification de 1' allele X par detection 
dudit/desdits hybrides, eventuellement formes au cours de 
1 ' etape (h) . 

5 • De roaniere avantageuse, lorsque le procede de 

selection de cribles de mutations, comprend 1' etape (d) 
telle que definie ci-dessus, ladite etape (d) a 1'avan- 
tage d'entrainer une premiere reduction des mutations a 
considerer dans la suite des etapes, en eliminant un pre- 
10 mier sous-ensemble de mutations (mutations redondantes) 
et done de constituer un ensemble U des mutations utiles 
pour la caracterisation d'un allele. 

Les etapes (e) a (g) ont l'avancage : 

de permettre la selection d'un sous-ensemble 
15 de mutations obligatoires , parmi les mutations utiles de 
1' ensemble U qui, eventuellement en association avec : 

- soit un sous -ensemble U lf issu de 1' ensemble U des mu- 
tations utiles (1 'ensemble U x correspondant a un nombre 
minimal de mutations utiles qui, en association avec les 

20 mutations* obligatoires, forment des cribles de mutations 
aptes a la dif ferenciation univoque de tous les alleles) 
ou 

- soic un sous-ensemble U 2 , issu de 1' ensemble U des mu- 
tations utiles et selectionne pour former un groupe de 

25 mutations utiles plus adaptees a la realisation de sondes 
oligonucleotidiques convenables , 

forment des cribles de mutations aptes a la differencia- 
tion univoque de tous les alleles ; et 

- de permettre, en raison de la selection des 
30 sondes oligonucleotidiques specif iques, une identifica- 
tion rapide de 1' allele inconnu. 

En effet, le procede conforme a 1' invention 
permet outre la selection d'un nombre restreint de sondes 
oligonucleotidiques, la selection de sondes ayant les ca- 
35 racteristiques avantageuses suivantes : 

- appariement maximal avec la sequence consen- 
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sus ; 

- absence de formation de sequences donnanc 
lieu a la formation d'homo- ou d'heterodim^res non speci- 
fiques ; 

5 - contenu important en bases GC ; et 

- absence de sequences repetees polypurines ou 
poiypyr imidines . 

De plus, le procede conforme a 1' invent ion 
permet 1 1 identification directe des doublets homozygotes 
10 et leur dif f erenciation des doublets heterozygotes . 

Dans ce dernier cas, pour etablir, in fine, le 
crible ce mutations, on met en oeuvre. le meme procede que 
decrit ci-dessus par l'analyse de chaque sequence du dou- 
blet a chaque position ; ce sont done des doublets 
15 d' alleles qui sont compares a tous les autres doublets 
d* alleles. 

Les implications preventives et curatives de 
la connaissance precise des alleles portes par un sujet 
donne sont importantes ; le procede conforme a 1 1 inven- 
20 tion permet,* dans un temps tres court, de resoudre ce 
probleme . 

La presente invention a egalement pour objet 
1 1 application du procedd pour la seleccion d'au moins un 
crible de mutations a partir.d'un ensemble de sequences 

25 alleliques d'un gene polymorphe, a la realisation d'une 
banque de donnees, constitute par 1' ensemble des cribles 
de mutations obtenus par le procede ci-dessus et destinee 
a la preparation de sondes oligonucleotidiques aptes a 
§tre utilistes pour la discrimination de tous les 

30 alleles. 

La presente invention a egalement pour objet 
des sondes oligonucleotidiques, caracterisees en ce 
qu'elles sont construites pour la mise en oeuvre d § au 
moins un crible de mutations issu du procede de selection 
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d'au moins un crible de mutations a partir d'un ensemble 
de sequences alleliques d'un gene polymorphe ou de la 
bangue de donnees telle que definie ci-dessus, en ce 
qu'elles comprennent entre 15 et 50 bases et en ce 
5 qu'elles sbnC les plus aptes a s'hybrider a une sequence 
allelique pour 1 1 identification d' alleles d'un gfene poly- 
morphe. 

De celles sondes peuvent evenCuellement §tre 
marquees a l'aide d'un marqueur tel qu'un isotope radio- 

10 actif, une enzyme appropriee, un f luorochrome, un anti- 
corps ou un analogue de base ; de telles sondes peuvent 
egalement §tre conscruices pour etre mises en beuvre dans 
le procede de detection et/ou d' identification d'une base 
nucleotidique specifique presence sur une sequence 

15 d'acide nucleique (mutation) decrit dans la Demande de 
Brevet europeen 412 883, au nom de la. Demanderesse. 

Selon un mode de realisation avantageux des- 
dites sondes, elles comprennent une sequence issue de la 
sequence consensus selectionnee et dont la base nucleoti- 

20 dique situee k l'extremite 3' correspond a une base en 
amont d'une des bases mutantes du crible de mutations se- 
lection^. 

La presence invention a egalement pour objec 
un kit pour 1 ' identif icacion d 'alleles d'un gene poly- 
25 morphe, caracCerise en ce qu'il comprend au moins : 

- des quanCites appropriees d'une collection 
de sondes oligonucleotidiques conformes a 1' invention ; 
eventuellement associees a : 

- des quantites appropriees d'un reactif de 
30 detection des hybrides sonde-sequence a identifier even- 
tuellement formes ; et/ou a 

- un tableau d ' interpretation du resultat des 
hybridations obtenues, en fonction du crible de mutations 
selectionne . 

35 Selon un mode de realisation avantageux dudit 

kit, lesdites sondes comprennenc une sequence issue de la 
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sequence consensus select ionnee ec dont la base nucieoti- 
dique situee a 1 ' extremite 3' correspond a une base en 
amont d'une des bases mutantes du crible de mutations se- 
lectionne. 

5 Selon un autre mode de realisation avantageux 

dudit kit, il comprend en outre : 

- des quantites appropriees de quatre bases 
nucleotidiques modifiees, de maniere a etre incorporables 
dans le produit d 1 extension desdites sondes utilisees 

10 comme amorces, tout en bloquant l 1 elongation dudit pro- 
duit d' extension. 

Un tel mode de realisation permet la mise en 
oeuvre du procede decrit dans la Demande de brevet euro- 
peen 412 883 au nom de la Demanderesse . 

15 La'presente invention a, en outre, pour cbjet 

un dispositif pour la mise en oeuvre du proced6 conforme 
a 1' invention, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins : 

- des moyens d' entree de donn^es, 

20 . * des moyens de calcul programmes pour generer 

le/les cribles de mutations, 

- des moyens de memorisation desdits cribles, 

et 

- des . moyens aptes a permettre 1 1 identif ica- 
25 tion des alleles a partir des cribles memorises. 

Outre les dispositions qui precedent, I 1 inven- 
tion comprend encore d'autres dispositions, qui ressorti- 
ront de la description qui va suivre, qui se ref£re a des 
exemples de mise en oeuvre du procede objet de la pre- 
30 sente invention ainsi qu'au dessin annexe, dans lequel : 

- la figure 1 illustre un mode de realisation 
du proced6 de selection d'un crible de mutations dans le- 
quel ledit crible est direccement obtenu a partir de 
I 1 ensemble 0 de mutations obligatoires ; 

35 -.la figure 2 illustre un autre mode de reali- 

sation dans lequel ledit crible est obtenu a partir d'un 
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ensemble O' de mucations obligacoires issu d'un ensemble 
U de mutations utiles, lequel ensemble O' est eventuelle- 
ment .associe a un sous -ensemble U x ou a un sous-ensemble 
U 2 de mutations utiles, tels que definis ci-dessus ; 
5 - la figure 3 ' illustre un dispositif de mise 

en oeuvre des procedes conformes a 1' invention (phase de 
creation et phase d' exploitation) ; 

- la figure 4 illustre une matrice de muta- 
tions d'une sequence a 7 alleles, denommee All ; 

i0 _ ia figure 5 illustre 1 ' ensemble U (mutations 

utiles) en vue d' identifier un couple d'alleles homozy- 
gotes de la sequence All ; 

• - la figure 6 illustre les cribles de muta- 
tions aptes a 1 ' identification univoque de tous les 

15 couples d'alleles homozygotes de All ; 

- la figure 7 illustre 1' ensemble U (mutations 
utiles) en vue d'idencifier un couple d'alleles heterozy- 

gotes du gene All ; 

- la figure 8 illustre le crible de mucations 
20 apte a 1 ' identification univoque de tous les doublets 

d'alleles heterozygotes de All ; 

- la figure 9 illustre 1' ensemble U (mutations 
utiles) en vue d'idencifier un couple d'alleles homozy- 
gotes du gene DQPl ; et 

25 - la figure 10 illustre 1' ensemble des cribles 

de mutations aptes a 1 • identification de tous les couples 
d'alleles homozygotes du gene DQf5l. 

* II doit §tre bien entendu, toutefois, que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d' illustration de 

30 l'objet de 1' invention, dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limication. 

Un dispositif conforme k 1' invention permet la 
mise en oeuvre des procedes de selection et d' identifica- 
tion tels que definis ci-dessus aussi bien en phase de 

35 creation (constitution des cribles) qu'en phase d' exploi- 
tation (identification d'un allele). 
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En phase de creation, la matrice des mutations 
d 1 alleles est introduite en (1) dans un microprocesseur 
(A) appropri6 et generent en (4) au moyen du precede de 
selection d'au moins un crible de mutations conforme a 
5 l'invention, un ensemble de cribles, memorises en (3, 
3 ' ) dans une banque de. donnees 

En phase d 1 exploitation, une sequence a iden- 
tifier est hybridee avec une collection de. sondes conve- 
nables, construites pour la mise en oeuvre d'au moins un 
10 crible de mutations ; a partir des hybrides obtenus, on 
identifie la sequence (donnees experimentales introduites 
en (2)) ; on compare le resultat obtenu avec le crible en 
(5), ce qui permet de preciser de quel allele il s'agit. 
EXBMPLE 1 : Constitution de cribles de mutations des al- 
15 161es homozygotes du gdne All. 

. on selectionne la sequence All*0501 coinme 
sequence consensus comme visible sur la figure 4, dans 
laquelle la premiere sequence est consider£e comme la se- 
quence consensus ; dans les autres sequences seules sont 
20 indiquees les mutations par rapport a ladite se- 
quence consensus ; 

. on compare les . alleles deux a deux et on 
identifie les mutations utiles pour differencier chaque 
couple d' alleles : les mutations utiles trouvees avec le 
25 proced6 conforme a l'invention sont au nombre de 9 : 
5, 8, 14, 19, 20, 21, 36, 48, 49 
conformement a la figure 5. 

Dans cet exemple, un couple d' alleles est indiscernable 
(couple All*0201 et All*0202) ; 1 'allele All*0202 est en 
30 consequence supprime pour le reste de l'analyse. 

. on procede ensuite a la recherche des muta- 
tions obligatoires : 

All*0401 et All*0501 ne different que par 36. 

II ressort de cette recherche qu'il n'existe 
35 qu'une seule position obligatoire parmi les mutations 
utiles, il s'agit de la position 36. 
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dans le cas present, la seule mutation 
obligatoire ne permet pas de discriminer tous les couples 
d' alleles possibles ; il n'existe pas de - solutions u , 
i.e. de cribles permettant 1 1 identification univoque de 
5 tous les alleles consideres, avec un nombre de mutations 
inferieur a 3 (soit 2 mutations supplement aires) . Tous 
les cribles de mutations possibles a 3 mutations, sont : 

1) 36, 5, 20 

2) 36, 8, 20 
10 3) 36, 14, 20, 

conformement aux figures 6.1 a 6.3 et montrent qu'il est 
possible d' identifier un allele du gene All a l'aide de 
I'un quelconque de ces cribles de mutations.. 
EXEMPLE 2 : Constitution de cribles de mutations des al- 

15 161es h6t6rozygotes du gfene All. 

Dans cet exemple, apres l; execution des etapes 
telles que decrices a 1' exemple 1, et qui aboutissent a 
1 identification des mutations utiles comme visible a la 
figure 7, on procede a la recherche des mutations obliga- 

20 toires qui permet tent la discrimination de tous les dou- 
blets d 1 alleles : 

All*0401, All*0401 et All*0501, All*0401 ne different que 
par 36 ; 

All*0401, All*0401 et All*0501, All*0501 ne different que 
25 par 3 6 ; 

All*0302, All*0401 et All*0501, All*0302 ne different que 
par 36 ; 

All*0301, All*0401 et All*0501, All*0301 ne different que 
par 36 ; 

30 All*0201, All*0401 et All*0501, All*0201 ne different que 
par 36 ; - 

All*0502, All*0401 et All*0501, All*0502 ne different que 
par 36 ; 

All*0501, All*0401 et All*0501, All*0501 ne different que 
35 par 36. 

II ressort de cette recherche qu'il n'existe 
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une seule position obligatoire parmi les mutations 
utiles ; il s'agit de la position 36. 

Dans cet exemple, cette seule mutation obligatoire ne 
permet pas de discriminer tous les doublets d' alleles. 
5 II n'existe pas de "solutions" avec un nombre inferieur a 
3, soit 2 positions supplementaires . Un des cribles de 
mutations qui permet la discrimination de tous les dou- 
blets d 1 alleles est : 36, 5, 20, conformement a la figure 
8. 

10 EXEMPLE 3 : Typage d'un individu h6t6rozygote All. 

Le crible de mutations de 1' exemple 2 est 
choisi pour identifier des alleles, car il est le plus 
adapte a la realisation de sondes qui repondent aux cri- 
t£res de selection d^finis ci-dessus (appariement maximal 

15 avec la sequence consensus, absence de sequences donnant 
lieu a la formation d'homo- ou d'heterodimeres, contenu 
important en bases GC et absence de sequences repetees 
polypurines ou polypyrimidine) . 

Des sondes de 20 oligonucleotides sont synth£- 

20 tisees de maniere a ce que la position 3' desdites sondes 

correspondent a une base situee juste en amont d'une des 

positions des cribles ci-dessus, de maniere a ce que 
» 

lorsque l'on procede a 1 'hybridation et a 1* extension 
dans les conditions de la Demande de Brevet europeen pre- 
-25 citee, on puisse verifier laquelle/lesquelles des bases 
s 'apparie(nt) . L 'utilisation d'un tel panel de sondes 
permet d' identifier 

. chez 1' individu 1, la sequence CC CT CC qui, 
en reference au crible choisi permet d' identifier le 
30 couple d' alleles All*0201, All*0302, et 

. chez 1' individu 2 test6, la sequence CC CT 
CG qui, en reference au crible choisi permet d' identifier 
le couple d'alleles All*0502, All*0201. 
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EXEMPLE 4 : Constitution de cribles de mutations des al- 
leles homozygotes du g6ne HLA-DQpl 

La nomenclature des facteurs du systeme HLA a 
et6 publi£e en 1990 dans Iiranunogenetics, 31, 131-140 et 
5 1'exemple qui suit illustre la constitution d r un crible 
de mutations des alleles du gene HLA-DQpl, tels que defi- 
nis dans cet article. 

on selectionne la sequence DQPl*0501 
(position 1 a position 300) comme sequence consensus ; 
10 . on identifie les positions des mutations 

similaires, afin de ne les considerer qu'une fois ; on 
obtient le resultat suivant : 

* la mutation 25 est similaire a la 7 ; 

* la mutation 140 est similaire a la 110 ; 
15 * la mutation 186 est similaire a la 167 ; 

* la mutation 266 est similaire a la 250 ; 

* la mutation 269 est similaire a la 259 ; 

* la mutation 280 est similaire a la 277 ; 

en consequence, les mutations 25, 140, 186, 266, 269 -et 
20 280 sont ignorees dans I'etape suivante du proced6 (les 
numeros correspondent aux positions des mutations sur la 
sequence) . 

: on compare les alleles deux a deux et on 
identifie les mutations utiles pour diff&rencier chaque 

25 couple d 1 alleles : les mutations utiles trouvees avec le 
procede conf orme a 1 1 invention sont au nombre de 54 : 
7 26 38 40 57 63 68 75 76 77 81 83 88 89- 105 109 110 113 
114 134 137 141 144 147 153 155 158 164 167 169 170. 171 
198 199 208 209 211 212 213 '216 220 221 223 230 231 234 

30 250 253 257 259 260 265 271 277, conformement a la figure 
9- 

Dans cet exemple, tous les couples d' alleles peuvent Stre 
dif f erencies . 

. on procede ensuite a la recherche des muta- 
35 tions obligatoires : 

DQPl*0402 et DQpl*0401 ne different que par 68, 
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DQPl*03032 et DQpl*03031 ne different que par 63, 
DQPl*03032 et DQPl*0302 ne different que par 170. 

II ressort de cette recherche que les posi- 
tions obligatoires parmi les mutations utiles sont 63, 68 
5 et 170. 

. dans le cas present, les 3 mutations obliga- 
toires ne permettent pas de discriminer tous les couples 
d 1 alleles possibles ; il n'existe pas de solutions avec 
un nombre de mutations, inferieur a 7 {soit 4 mutations 
10 supplementaires . Tous les cribles de mutations possibles 
a 7 mutations sont : 





1- 




68 


170, 


7, 76, 88, 171, 




2- 


63 


68 


170 


7, 77, 88, 171, 






63 


68 


170 


26, 


76, 


88, 171, 


Id 


4 - 


63 , 


bo , 


17U , 


26, 


76, 


88, 231, 




5- 


63, 


68, 


170, 


26, 


77, 


88, 171, 




6- 


63, 


68, 


170, 


26, 


77, 


88, 231, 




7- 


63, 


68, 


170, 


57, 


76, 


88, 171, 




8- 


63, 


68, 


170, 


57, 


77, 


88, 171, 


20 


9- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


109, 


171, 




10- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


113, 


171, 




11- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


114, 


171, 




12- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


114, 


'231, 




13- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


134, 


171, 


25 


14- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


141, 


171, 




. 15- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


141, 


231, 




16- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


153, 


171, 




17- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


158, 


171, 




18- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


158, 


231, 


30 


19- 


63, 


68, 


170,. 


76, 


88, 


164, 


171, et 




20- 


63, 


68, 


170, 


76, 


88, 


164, 


231, 



conformement aux figures 10.1 a 10.20 (dans lesquelles 
I'all^le DQPl est represent^ par DQB1) et montrent qu'il 
est possible d' identifier un allele du gene DQPl a l'aide 
35 de l'un quelconque de ces cribles de mutations. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, 
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1' invention ne se limite nullement a ceux de ses modes de 
mise en oeuvre, de realisation et d 1 application qui vien- 
nent d'etre decrits de facon plus explicite ; elle en em- 
brasse au' contraire toutes les variantes qui peuvent ve- 
nir a 1' esprit du technicien en la matiere, sans s'ecar- 
ter du cadre, ni de la portee de la presente invention. 
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RKVENDICATIONS 
1*) Procede pour la selection a parcir d'un 
ensemble de sequences alleliques d'un gene polymorphe, 
d'au moins un crible de mutations destine a specifier au 
5 moins une sonde nucl£otidique apte a etre utilisee pour 
la discrimination de tous les alleles, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes : 

(a) la selection de tout ou partie d'une se- 
quence consensus connue dudit g6ne polymorphe ; 
10 (b) la creation d'une matrice des mutations 

des sequences correspondantes d' alleles connus ; 

(c) 1 ' identification des sequences ir.discer- 
nables par comparaison deux a deux (alleles ayant le meme 
profil de mutations dans la sequence selectionnee en 

15 (a)) et 1' exclusion d'un des membres desdits couples ; 

(e) 1 'identification et le denombrement des 
mutations obligatoires ou mutations dites marqueurs 
d' alleles, c'est-a-dire celles qui 4 sont necessaires et 
suffisantes pour la distinction de deux alleles par ail- 

20 leurs identiques (ensemble O des mutations obliga- 
toires) ; et 

(f) l'obtention dudit/desdits cribles minimaux 
de mutations, comprenant au moins les mutations obliga- 
toires de l'6tape (e) . 

25 2*) Procede de selection selon la revendica- 

tion 1, caracterise en ce que, prealablement a l'etape 
(e) d' identification et de denombrement des mutations 
obligatoires, ledit proced^ comprend : 

(d) 1 1 identification des mutations similaires 
30 dans chacune desdites sequences d'alleles de l'6tape (b) , 

de maniere a ne traiter dans les etapes suivantes que les 
mutations non redondantes et constituant 1' ensemble U des 
mutations utiles ; laquelle etape (d) suivie des etapes 
(e) et (f) modifiees comme suit : 
35 (e) 1 1 identification et le denombrement des 

mutations obligatoires ou mutations dites marqueurs 



WO 93/11262 



PCT/FR92/01141 



18 

d'alleles, parmi les mutations utiles de 1 'ensemble U. 
c'esc-a-dire celles qui sont necessaires et suffisantes 
pour la distinction de deux alleles par ailleurs iden- 
tigues (ensemble 0' des mutations obligatoires) ; et 
5 * (f ) S i les mutations obligatoires de l'etape 

(e) ne permet tent pas l'obtention directe de cribles de 
mutations aptes a la differentiation univoque de tous les 
alleles, on precede a la selection d'un nombre minimal de 
mutations utiles de l'etape (d) (sous-ensemble u x issu de 

10 1' ensemble U des mutations utiles) qui, associees aux mu- 
tations obligatoires de l'etape (e), forment le/les 
cribles de mutations aptes a la differenciation univoque 

de tous les alleles. 

3') Procede de selection selon la revendica- 
15 tion 2, caracterise en ce que, prealablement a l'etape 

(f) , ledit procede comprend une etape (x) de selection de 
mutations utiles de l'etape (d) (sous -ensemble U 2 issu de 
1' ensemble U des mutations utiles), pour former un groupe 
des mutations utiles les plus adaptees a la realisation 

20 de sondes oligonucleotidiques aptes a §tre utilisees pour 
la differenciation de tous les alleles ; laquelle etape 
(x) est suivie de l'etape (f) modifiee comme suit : 

(f) si les mutations obligatoires ne permet - 
tent pas la selection directe de cribles de mutations 

25 aptes a la differenciation univoque de tous les alleles, 
on procede a la selection d'un nombre minimal de muta- 
tions utiles de l'etape (x) qui , associees aux mutations 
obligatoires de l'etape (e), forment le/les: cribles de 
mutations aptes a la differenciation univoque de tous les 

30 alleles. 

4*) procede pour 1' identification d'alleles 
d'un gene polymorphe, caracterise en ce qu'il comprend 

les etapes suivantes : 

I - la selection d'au moins un crible de muta- 
35 tions realise a partir d'un ensemble de sequences alle- 
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ligues d'un gene polymorphe au cours des etapes : 

(a) a (f) du procede de selection selon 
l'une quelconque des revendications 1 a 3 ; puis 

. (g) le choix, parmi les cribles selectionnes 
5 a l'ttape (f) dudit procede de selection de cribles de 
mutations, du crible de mutations le plus adapte a la 
realisation de sondes oligonucleotidiques aptes a etre 
utilisees pour la dif f erenciation de tous les alleles ; 

II - typage proprement dit d'un allele X a 
10 identifier par : 

(h) une hybridation appropriee dudit allele X 
avec les sondes oligonucleotidiques selectionnees a par- 
tir du/des cribles de mutations etablis au cours des 
etapes (a) a (g) ; et 
15 (i) identification de l'allele X par detection 

dudit/desdits hybrides, eventuellement formes au cours de 
I'etape (h) . 

5*) Application du procede selon l'une quel- 
conque des revendications 1 a 3, a la realisation d'une 

20 banque de donnees constitute par 1' ensemble des cribles 
de mutations obtenus par ledit procede et destinee a la 
preparation de sondes nucleotidiques aptes a etre utili- 
sees pour la discrimination de tous les alleles. 

6') Sondes oligonucleotidiques, caracterisees 

25 en ce qu'elles sont construites pour la mise en oeuvre 
d'au moins un crible de mutations issu du procede de se- 
lection selon l'une quelconque des revendications i a 3 
ou de la banque de donntes realisee selon la revendica- 
tion 5/ en ce qu'elles comprennent entre 15 et 50 bases 

30 et en ce qu'elles sont les plus aptes a s'hybrider a une 
sequence -allelique pour 1 1 identification d' alleles d'un 
gene polymorphe. 

7-)- Sondes selon la revendication 6, caracte- 
risees en ce qu'elles comprennent une sequence issue de 

35 la sequence consensus selectionnee et dont la base nu- 
cl6otidique situee a l'excremite 3' correspond a une base 
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15 



20 

en amont d'une des bases mutantes du crible de mutations 
selectionne. 

8*) Kit pour 1 ' identification d' alleles d'un 
gene polymorphs, caracterise en ce qu'il comprend au 
moins : 

- des quant ites appropriees d'une collection 
de sondes oligonucleotidiques selon la revendication 6 ou 
la revendication 7 ; eventuellement associees a : 

- des quant ites appropriees d'un reactif de 
detection des hybrides sonde-sequence a identifier even- 
tuellement formes ; et/ou a 

- un tableau d' interpretation du resultat des 
hybridations obtenues, en fonction du crible de mutations 

selectionne. 0 

9*) Kit selon la revendication 8, caracterise 

en ce que lesdites sondes comprennent une sequence issue 
de la sequence consensus selectionnee et dont la base nu- 
cleotldique situee a l'extremite 3' correspond a une base 
en amont d'une des bases mutantes du crible de mutations 
20 selectionne. 

10') Kit selon la revendication 8 ou la reven- 
dication 9, caracterise en ce qu'il comprend en outre : 

- des quantites appropriees de quatre bases 
nucleotidiques modifiees, de maniere a etre incorporables 

25 dans le produit d' extension desdites sondes utilisees 
comme amorces, tout en bloquant 1' elongation dudit pro- 
duit d' extension. 

11*) Dispositif pour la mise en oeuvre des 
precedes selon l'une quelconque des revendications 1 a 4, 

30 caracterise en ce qu'il comprend au moins r 

- des moyens d' entree de donnees (1, 2), 

- des moyens de calcul programmes pour generer 

le/les cribles de mutations (4), 

- des moyens de memorisation desdits cribles 

35 (3, 3'), et 

- des moyens (5) aptes a permettre 1'identiri- 
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cation des alleles .a partir des cribles memorises . 
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